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淀粉样前体蛋白 APP（Amyloid precursor protein）是Ⅰ型跨膜蛋白，
它可以被α、β和γ三种分泌酶切割，产生可溶性的 N 端片断 sAPP，β淀
粉样蛋白 Aβ和胞内端 AID(APP intracellular domain)。AID 是 APP 由γ
分泌酶切割产生的胞内端，它可能参与细胞凋亡，基因转录,信号转导等活
动，但 AID 的确切功能并不清楚，它可能对阿尔海默氏症的形成有一定影
响。为进一步研究 AID 的功能，在本实验中，我们用 AID 作为诱饵蛋白，
运用酵母双杂交系统筛选能够与其结合的蛋白，得到几个阳性克隆，并选
取其中两个蛋白 RPS21，FLJ20551 构建全长进一步研究。首先我们在酵母




共沉淀的方法，我们检测到了 RPS21 与 AID之间，FLJ20551 与外转的 APP695
之间的相互作用。用检测报告基因的方法，我们发现 FLJ20551 可以抑制
Fe65 介导的 AID 的转录激活作用以及 GAL4-Luc 本底水平的转录抑制。延伸
到 TGF-β信号通路，我们发现在 HPL-1 细胞中，FLJ20551 可以抑制 TGF-
β介导的 CAGA-Luc 报告基因的转录。可能通过此相互作用影响或介导 AID
的正常功能。 
我们的研究鉴定了两个新的 AID 结合蛋白 RPS21 和 FLJ20551，它们可
能在介导 APP/AID 在生理和病理过程包括 AD 的发病过程中起了新的作用。
特别有意义的是我们第一次发现了FLJ20551在调节转录激活和TGF-β通路





































   Amyloid precursor protein (APP), a key protein in pathogenesis of 
Alzheimer’s Disease (AD), is a type I transmembrane protein which can be 
cleaved by β-and γ-secretase to release the amyloidogenic β-amyloid peptides 
and the APP intracellular domain (AID). While Aβ has been widely believed to 
initiate pathogenic cascades culminating AD, the physiological functions of AID 
remain elusive.  
To study the function of AID, we attempted to identify its interacting 
proteins by Yeast Two-Hybrid screening using AID as the bait. Among many 
positive clones identified, we chose to proceed to further characterization of two 
interest candidates: the sequence of the first clone matches with a known protein 
ribosomal protein S21 (RPS21); the other correspondes to a fragment of a novel 
protein FLJ20551 with unknown functions. The specific interaction between 
both the fragments and the full-length of the candidates and AID was confirmed 
by using the β-galatosidase reporter assay. Furthermore, we demonstrated the 
successful expression of the two clones and verified the interaction between 
RPS21 and AID in mammalian 293T cells. Co-immunoprecipitation approach 
interaction between FLJ20551 and exdogenously expressed APP was observed. 
In addition, using immunofluoresence approach we showed that RPS21 is 
localized in the nucleus whereas FLJ20551 is localized in both the nucleus and 
the cytoplasm, in Hela cells. Further, we demonstrated that FLJ20551 inhibits 
the transcriptional activation mediated Fe65, a well characterized AID binding 
protein, as well as the basal transcriptional activation in GAL4 reporter systems 
in mammalian 293T and Hela cells. The potential biological functions of 
FLJ20551 can be extended to the TGF-β signal pathway as our data 
demonstrated that FLJ20551 is able to inhibit TGF-β mediated gene expression 
events using CAGA-Luc reporter in HPL-1 cells. 
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IV 
and may assign novel roles for the two proteins in mediating APP/AID functions 
in physiological and pathological processes including AD pathogenesis. Of 
particular interest, the potential functions of FLJ20551 in regulating 
transcriptional activation events and the TGF-βsignaling pathway were revealed 
for the first time, which may be instrumental of our understanding of the 
function of APP/AID as well as for future development of novel invention for 
this devastating disease. 
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第一章 前 言 
阿尔海默氏症(Alzheimer Disease, AD)是近年日趋严重的老年疾病之








明朗的，早期发生的 AD 与某些调节 ApoE、APP、PS1 和 PS2 的基因的突变





一、影响 AD 的几种重要因素 
（一）载脂蛋白 E（ApoE） 
近年来的实验表明，载脂蛋白 E（ApoE）与 AD 具有密切的关系。ApoE
是一种血浆蛋白，其分子量为 3，400kDa，其基因位于 19 号染色体上，为
单一基因的产物。ApoE 存在几种主要形式，包括 ApoE2，ApoE3 和 ApoE4。
其中 ApoE3 是 常见的亚型。ApoE4 由于会导致 Aβ分泌过多，因此被认为
是 AD 的危险因子
[4]
。ApoE2 则导致 sAPP 分泌增加，因而具有保护作用
[5, 6]
。
ApoE4 等位基因的不同与零散的，家族形式的 AD 有关，一般在 65 岁后发生
[7]
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成量可随之升高；特别是在 AD 中，这时的 ApoE 与细胞外的淀粉样斑块以
及细胞内的神经纤维缠结相联系，它还能增加脑中淀粉样斑块的数量。已
证明 ApoE 及从 ApoE 得到的 C末端片断与 Aβ高亲合性的结合，在淀粉样病
变过程中，可能通过诱导或稳定淀粉样肽结构的β片层结构而促进纤维丝
的形成。 
(二)淀粉样前体蛋白 APP  
APP 是Ⅰ型跨膜蛋白，由于它的剪切能产生淀粉样斑块的核心蛋白 Aβ，
所以它的剪切和代谢一直是 AD 研究的热点。APP 在脑和外周组织，如肌肉
和上皮细胞中都有表达。它的基因定位于第 21 号染色体的长臂中间，含有
18 个外显子。APP 基因增强子具有持家基因增强子的特征，缺乏典型的 TATA
盒，但具有较高的 GC 含量。 
人的 APP 基因经不同的 mRNA 剪切方式编码一系列的 APP 蛋白（695，












短肽。α−分泌酶主要在 A β内部的第 17 位氨基酸切割，形成具有 83 个氨基
酸的羧基端(C83)；而β−分泌酶主要在 Aβ的第 1 位氨基酸切割，形成具有
99 个氨基酸的羧基端(C99)。C83 和 C99 在膜内由γ分泌酶切割都可以产生
APP 胞内区（APP intracellular domain, AID），一般为 C57 和 C59。同时，
C83 产生了一段短肽 P3，而 C99 则产生了 Aβ39-43（39－43 个氨基酸的多肽）
（图 1）
[13-16]
。其中，Aβ40 特别是 Aβ42 容易在脆弱的脑区形成淀粉样沉淀
[17]
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图 1  APP 的剪切 
Fig 1. Cleavage of APP 
(引自 http://mail.med.upenn.edu/~skodanm/thesis) 
 



















淀粉样沉淀假说，并支持 Aβ在 AD 形成中的中心作用。 
(四)β淀粉样蛋白－Aβ 
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方面的证据都认 为氧化压力和钙离子调节紊乱这两个原因起主要作用。 
在细胞中 Aβ 增加了 H2O2的水平和油脂过氧化物。H2O2降解酶可以保
护细胞不受 Aβ 诱导的毒性作用[25]。Aβ 也引起油脂过氧化物的形成并且产
生对神经元有毒性的反应链烯如 hydroxylnonenal (HNE) 和丙烯酫[26]。由 Aβ
引起的 H2O2 的产生是由于 Aβ 与金属铁和铜的相互作用[27]，它可以被金属
的螯合作用(Huang et al., 1999a)所抑制。H2O2可以自由渗透通过所有的组织
界限。它与还原的铜或铁反应以产生羟基分子，羟基分子反过来又在细胞的
各个空间产生油脂过氧化反应加合物, 蛋白羰基修正和核酸加合物。这样的











平衡并防止 Aβ 诱导的神经毒性[36]。除了它对神经的直接毒性作用，Aβ 也
































iNOS 和 COX-2 水平的升高[44]，这是氮氧化物引起损伤的证据。所有这些
发现都支持 AD 中炎症反应的作用。 
(五)影响 APP 切割的三种分泌酶 
1. α分泌酶 
α 分泌酶是一种膜结合的水解酶，它在 Aβ 序列的中部水解 APP，其
切割位点在 β 分泌酶和 γ 分泌酶切割位点之间。因此通过这种方式不可
能形成任何 Aβ 分子。增强其活性可以有效地降低 Aβ 的产生。然而目前
对α分泌酶知之甚少，而且其活性的升高很可能会导致其他意料之外的症





β 分泌酶是 APP 的 β 位点裂解酶（β-site APP cleavage enzyme，
BACE)，包括 BACE1 和 BACE2，其实质是一种新型的膜结合天冬氨酸蛋白酶。
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研究显示 BACE2 与 Aβ 生成似乎没有直接关系。尽管一些多肽类似物被认





究表明γ分泌酶由 Presenilin（PS）,Nicastrin（Nct）,APH-1 和 Pen-2
四个因子构成
[46]
。                 
PS 是跨膜精氨酸蛋白酶
[47]
，有 PS1 和 PS2 两种同源物，相似性 67%，
切割 APP 和 Notch
[48]
。在哺乳类中 PS1 和 PS2 的功能有部分差异
[49-51]
。PS1














Notch，Wnt/β-catenin 通路、凋亡、钙离子通道和 ErbB-4 介导的信号转
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